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【要約】
【緒言】
子宮筋腫は生殖年齢女性に最も多く発生する良性腫瘍である。この
腫瘍の特徴は、腫瘍内にはほとんど血管がみられず、筋腫細胞周囲に
大量の細胞外マトリックスが存在することであり、その結果、筋腫核
内部は著しい低酸素状態にある。癌細胞をはじめとする多くの細胞で
は、低酸素環境に暴露されると低酸素誘導因子（HIF）の発現が誘導
される。転写因子 HIF-1 を含む HIF 転写複合体は、低酸素環境下で
HIF 反応領域を有する HIF 応答遺伝子に結合し、転写を調節すること
で、細胞の様々な低酸素に対する反応を仲介する。
子宮筋腫組織では HIF-1 タンパクが、周囲の子宮筋組織よりも有意
に高く発現している。また、初代培養筋腫細胞を低酸素環境下で培養
すると HIF-1 タンパクの発現が誘導され、HIF-1 の核内発現が上昇し、
さらに HIF 応答遺伝子の mRNA 発現が上昇する。これらの知見は子
宮筋腫細胞が細胞周囲の低酸素環境に順応するために、HIF-1 が重要
な役割を果たしていることを示唆する。しかしながら、子宮筋腫にお
ける HIF-1 の阻害効果は明らかではない。そこで本研究では、HIF-1
の機能阻害が子宮筋腫の発育に及ぼす影響を in vitro と in vivo で検討
した。
【材料・方法】
すべての実験は、千葉大学大学院医学研究院倫理審査委員会の承認
を得て行われた。また、動物実験は千葉大学動物実験委員会の承認を
得て行われた。
子宮筋腫による症状のため、手術が行われた女性から文書にて同意
を得た上で子宮筋腫組織を採取し、初代培養細胞を作成した。初回継
代後、細胞の接着を確認してから無血性培地に交換し、筋腫細胞を低
酸素（1%酸素）と通常酸素（21%酸素）条件下で 6 時間培養した後、
HIF-1 阻害剤である、PX-478（20μM、50μM）と echinomycin（5nM、
20nM）を添加した。HIF-1 阻害剤添加後 12 時間での細胞増殖を、Cell
Counting Kit-8 を用いて測定した。また HIF-1 阻害剤添加後 12 時間で
の細胞のアポトーシスを TUNEL 法とカスパーゼ 3，7 の活性を測定
して評価した。
子宮筋腫の増大に対する in vivo での HIF-1 の阻害効果は、重症免
疫不全マウスへの筋腫 xenograft の腎被膜下移植モデルを用いて検討
した。5－9 週齢の卵巣摘除後の NOD/scid マウスの腎被膜下に、初代
培養筋腫細胞とコラーゲンゲルを混合して作成した筋腫 xenograft を
挿入し、エストロゲンとプロゲステロンを毎週皮下に投与した。移植
手術から 2 週間経過した時点で、PX-478 20mg/kg/日、と echinomycin
25μg/kg/日を 1 日おきに 5 回腹腔内投与し、移植手術から 4 週間経過
した時点でマウス腎被膜下の筋腫 xenograft を回収し、形態観察を行
った後、組織学的に評価した。
【結果】
まず、子宮筋腫細胞に対する、in vitro での HIF-1 の阻害効果を検
討した。子宮筋腫細胞の増殖速度は、低酸素培養開始後 2,6,12,24 時
間経過した時点で、いずれも通常培養と変化がみられなかった。次に
低酸素培養下に PX-478、 echinomycin を添加すると、細胞増殖は
PX-478 は高濃度（50μM）で、echinomycin は 5nM, 20 nM ともに有
意に抑制された。次に筋腫細胞のアポトーシスに対する効果を検討し
た。TUNEL 法では PX-478, echinomycin ともに高濃度でアポトーシス
が亢進した。一方、カスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 活性は、高濃度
の echinomycin (20 nM)を添加したときのみ有意に上昇した。
次に in vivo での筋腫の増大に対する HIF-1 の阻害効果に関して筋
腫 xenograft モデルを用いて検討した。PX-478, echinomycin 投与群で
は、xenograft 内部に石灰化領域を認めた。石灰化部分を脱灰処理し
た後に xenograft の組織学的評価を行ったところ、HIF 阻害剤非投与
群では、ヒトの筋腫組織と同様、紡錘形の筋腫平滑筋細胞が錯綜して
いる像が確認された。一方、HIF-1 阻害剤投与群では、筋腫平滑筋細
胞の割合が減少し、硝子化変性が認められた。
【考察】
腫瘍における HIF-1 の阻害効果は、組織型により異なると考えられ、
子宮筋腫では明らかにされていなかった。本研究の結果から、子宮筋
腫では HIF-1 の阻害により、細胞増殖が抑制され、アポトーシスが亢
進する結果、筋腫が変性すると考えられた。
多くの癌腫では、組織内で HIF-1 の発現が亢進し、HIF-1 の高発現
が予後不良因子とされている。したがって、HIF-1 の阻害を標的とし
た多くの化合物が開発され、抗がん治療薬の候補となっている。本研
究で使用した PX-478 は、HIF-1 活性を多段階（HIF-1 の翻訳、HIF 応
答領域への HIF-1 の結合など）で阻害し、echinomycin は主に HIF-1
の DNA 結合阻害効果により、HIF-1 の機能を阻害する。再発又は進
行婦人科癌に対する echinomycin の効果に関する臨床試験が 1990 年
代に行われた。残念ながら腫瘍に対する治療効果は得られなかったが、
副作用は許容範囲内であったとの報告がある。
本研究では、in vitro で HIF-1 阻害剤添加後 12 時間、また in vivo モ
デルでは、HIF-1 阻害剤添加後 12 日間での評価しか行っていない。
これらは、いずれも急性の低酸素反応に対する HIF-1 阻害効果を見て
いると考えられる。慢性の低酸素反応に対する HIF-1 阻害効果はさら
なる検討が必要だと思われる。
子宮筋腫に対する治療薬として、一般臨床で使用されているゴナド
トロピン放出ホルモンアゴニストは、卵巣からのエストロゲンとプロ
ゲステロンの分泌を完全に抑えるため、副作用の観点から長期間の投
与が認められていない。したがって、長期間投与可能な子宮筋腫に対
する新規薬剤の開発が望まれている。HIF-1 の阻害により、in vivo で
子宮筋腫の増大阻止効果が認められたことから HIF-1 阻害剤は子宮
筋腫の新規治療薬の候補となり得ると考えられた。
